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Abstract of EP 0599803 (A1) 

To detect an antibody contained in a sample, the sample is introduced into a reaction mixture whicli 
contains a particulate carrier on wtiich an antigen which is specific for the antibody to be detected, such as, 
for example, natural or recombinant viral antigens, natural or recombinant bacterial antigens, natural or 
recombinant fungal antigens or other natural or recombinant cell-specific antigens are immobilised, and a 
conjugate of at least one protein reactive with the Fc fragment of antibodies, and of an indicator bound to 
this protein. Incubation is then carried out in order to form complexes of conjugate and antibodies and, at 
the same time, to bind these complexes to the carrier.; After this, the carrier and aggregates of carrier and 
complexes containing at least one antibody to be detected are separated from the liquid reaction mixture 
and from complexes which contain only antibodies which are not to be detected, and, without additional 
immunochemical reaction, a test is carried out for the presence of complexes of conjugate and the antibody 
to be detected which are bound to the canier. 
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@ Verfahren zum Nachwelsen von Antilcorpern und Antigenen. 



CO 
O 
00 

o 
o 
in 



(|7) Zum Nachweisen eines in einer Probe enthal- 
tenen Antikorpers wird die Probe in ein Re- 
aktionsgemisch, das einen partikelformigen 
Trager, an den ein bezuglich des nachzuwei- 
senden Antikorpers spezlfisches Antigen, wie 
beispielsweise native oder rekombinante Vi- 
nis-Antigene, native oder rekombinante Bakte- 
rien-Antigene, native oder rekombinante 
Pilz-Antigene oder sonstige native oder rekom- 
binante zellspezifisclne Antigene immobilisiert 
sind, und ein Konjugat aus wenigstens einem 
zum Fc-Fragment von Antikorpem reaktiven 
Protein und einem an dieses gebundenen Indi- 
kator entliait, eingetragen. Hierauf wird inku- 
biert, um Komplexe aus Konjugat und 
Antikorpem zu bilden und gleichzeitig diese 
Komplexe an den Trager zu binden. Hierauf 
werden der Trager und Aggregate aus Trager 
und wenigstens einen nachzuweisenden Antl- 
korper enthaltenden Komplexen vom fliissigen 
Reaktionsgemisch und von Komplexen, die 
ausschlieRlicii nicht nachzuweisende Antikor- 
per entiialten, abgetrennt, und oline zusatzliche 
immunchemisciie Reaktion auf das Vorlianden- 
sein von an den Trager gebundenen Komplexen 
aus Konjugat und dem nachzuweisenden Anti- 
kSrper gepruft. 



Fig. 




AtlFTHflGEN AUF MEMBRAN UND flBTRENNEN 
VOK TRiiGER UND TRaOER-KOMPLEX- 




KOMPLEX OHNE SPE2IFISCHE 

ANTIKORPER 
TRITT DURCH DIE MEMBRAN 




TRACER KIT 
IKMOBXUSXERTEM 
AM-riOEH 



-C «MTIR8rPEII IIH8PBZIFX8CK 



ANTXKORPER SPEZIFISCK 



PROTKIH S/COLD 
PARTIREL-KOKJUGAT 



PROTEIN a/ 
GOU) PARTIKEL 
aHTIKftRPEH-KOMPLSX 



Ill 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 599 803 A1 



KOMPONENTE I 



KOMPONENTE II 




TRiiGKR 




KONJUGAT 



LEGENDE : 

trKger 



( LATEXKUGELCHEN ) 
BESCHICHT£T MIT 



Fab- ODER F(afa)^ -FRflGMENTEN 



ANTIGEN (ZU BESTIMMEN) 



ANTI6Eim(ZU<DERE ALS DAS 
ZU BESTINMENDK). 



MONOKLOMALER RNTIKORPER 2 



antikOrper unspezifisch 



KONJUGAT AOS GOLD-PARTJKEL 
UND PROTEIN A 



SFEZ. UND UNSPEZ. 
HNTIKORPER 




MISCHEN 



PROBE ENTHALTEND 
RNTIGENE j 



INKUBATION DES 
REIKKTIONSGEMISCHES 



Fig- 2 




AGGREGAT AUS TRAGER, ANTIGEN UND 



KOMPLEX AUS 



KONJUGAT 



UND ANTIKORFERN 



AUFTRAGEN DES REAKTIONSGEMISCHES 
AUF MEMBRAN UND ABTRENNEN VON TRA- 
CER UND TRAGER-KOMPLEX-AGGREGATEN 




KOMPLEXE TRETEN DURCH DIE MEMBRAN 




TRAGER UND AGGREGATE BLEIBEN AUF 
DER MEMBRAN UND kSNNEN DURCH DIE 
FARBUNG IDENTIFIZIERT WERDEN 



2 



1 



EP0 599 803 A1 



2 



Die Erf indung betrifft ein Verfahren zum Nach- 
weisen eines in einer Probe entiiaitenen Antik5rpers 
durch Binden des naclizuwelsenden Antikorpers an 
ein bezuglicti des naclizuweisenden Antikorpers spe- 
zifisches Antigen, 

Die Erf indung betrifft weiters ein Verfaiiren zum 
Nacliweisen eines in einer Probe enthaitenen Anti- 
gens durcli Binden des nachzuweisenden Antigens 
an ein Fab- oderF(ab)2-Fragment eines fur das nach- 
zuweisende Antigen spezifisctien, nnonokionalen An- 
tikorpers. 

In der WO 89/06801 wird ein Verfaiiren fur die 
quaiitative oder quantitative Bestimmung eines 
Analyten In einer Probe beschrleben, bei dem ein auf 
einer festen Pliase immobilisierter Reaktionspartner 
verwendet wird. Dabei soil der Reaktionspartner als 
Indikator Goid enthalten, das in Teilchenform mit ei- 
nem mittleren Durchmesser von weniger als 5 nm in 
einem stochiometrisclien Verhaitnis von 1 :1 zum Re- 
aktionspartner vorllegen soli. 

Die in der WO 89/06801 beschriebene Arbeits- 
teclnnik siefit vor, dad der Trager mit der Probe verei- 
nigt und dann inkublert wird und erst dann eine den 
Indikator enthaltende Substanz zugegeben wird. Da- 
bei wird aucti vorgesctiiagen, ais indikator einen 
Komplex aus Goldpartikein und Proteinen einzuset- 
zen. 

Das erf indungsgemaHe Nachiweisverfahren von 
Antikdrpern ist dadurch gekennzeichneti dafi man 
die Probe in ein Reaktionsgemisch, das einen parti- 
keiformigen Trager, an den das bezugiicii des nach- 
zuweisenden Antikorpers spezif isciie Antigen immo- 
bilisiert ist, und ein Konjugat aus wenigstens einem 
zum Fc-Fragment von Antikorpern reaktiven Protein 
und einen an dieses gebundenen Indikator entiiait, 
eintragt und inkubiert, um Kompiexe aus Konjugat 
und Antikorpern zu bilden und diese Kompiexe an 
den Tragerzu binden, daliman hierauf den Trager ab- 
trennt und dad man auf das Vorhandensein von an 
den Trager gebundenen Komplexen aus Konjugat 
und dem nachzuweisenden Antikorper priift. 

Bei dem erf indungsgemaden Verfahren wird die 
Probe in ein Reaktionsgemisch eingetragen, das be- 
reits das an einen partikelformigen Trager immobili- 
sierte Antigen und das Konjugat aus wenigstens ei- 
nem bezugiich des Antikorpers, d.h. dessen Fc-Frag- 
ment reaktiven Protein und einem an diesen gebun- 
denen Indikator enthait, eingetragen wird, wobei in ei- 
ner Stufe durch Inkubieren die Aggregate aus dem 
gebildeten Komplex (aus in der Probe enthaitenen 
Antikdrpern und Konjugat bestehend aus Protein und 
Indikator, dabei kann ein stdchiometrisches Verhait- 
nis groRer 1 :2, vorzugsweise 1 :20 bis 1 :70 vorliegen) 
und dem am partikelformigen Trager immobilisierten 
Antigen gebiidet werden. 

Die Arbeitstechnik gemad der Erf indung hat den 
Vorteil, dad bei der Erfindung auch nicht nachzuwei- 
sende Antikorper an der Bildung des Komplexes aus 



Konjugat und Antikdrpern, die in der Probe enthalten 
sind, teilnehmen, so dad diese Kompiexe gr5der 
sind, als wenn sie nuraus nachzuweisenden Antikor- 
pern bestiinden. Dies insbesondere, wenn das oben 
5 erwghnte stochiometrische VerhSitnis eingehalten 
wird. Der beschriebene erfindungsgemade Verstar- 
kungsmechanismus ergibt eine interne Signaiver- 
stirkung, so dad der Nachweis einfacher und zuver- 
lassiger auszuwerten ist. Dieser Verstarkungseffekt 
10 tritt beim erfindungsgemaden Verfahren auch des- 
wegen auf, weii sowohi die Reaktion zwischen dem 
Konjugat und dem Antikorper oder den Antikorpern 
als auch das Binden der dabei gebildeten, den nach- 
zuweisenden Antikdrper enthaltende Kompiexe 
15 gleichzeitig und in einem einzigen Reaktlonsmilleu 
vor sich geht. 

Das erfindungsgemade Verfahren ist aus diesem 
und, well es keine zusatziichen immunchemischen 
Reaktionen zur Detektion erfordert, Grund beson- 
20 ders einfach ausf uhrbar. 

Daher ist bei der Erfindung ein sehr einfacher 
Nachweisschritt moglich, namlich ein einfaches Ab- 
trennen (Fiitrieren) des Reaktionsgemisches, wobei 
die Aggregate auf der fiir die Filtration verwendeten 
25 Membran zuruckgehalten werden. In diesem Zusam- 
menhang kann darauf hingewiesen werden, dad bei 
der WO 89/08801 auch Trager bzw. kleinere Aggrega- 
te durch die IVIembran gehen, so dad der Nachweis 
erschwert ist. Da hingegen be! der Erfindung auch 
30 Antikorper, die in der Probe enthalten, aber nicht 
nachzuweisen sind, die Grode der Kompiexe und da- 
mit die der Aggregate aus Komplex und Trager erhfi- 
hen, wird nicht nur das Abtrennen leichter, sondern es 
kann auch mit groderer Sicherheit festgestelit wer- 
35 den, ob eine positive Reaktion (= Bindung von den 
nachzuweisenden Antikorper enthaitenden Komple- 
xen am Trager) aufgetreten ist. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaden 
Nachweisverfahrens besteht darin, dad dieses in 
40 sehr kurzer Zeit und in einem einzigen Verfahrens- 
schritt ausf uhrbar Ist, da eine simultane Reaktion aus 
Konjugat und Probe zur Bildung des Komplexes und 
aus Komplexen und Tragern mit immobllisiertem An- 
tigen zur Bildung der Aggregate moglich ist. Hinge- 
45 gen wird bei dem Verfahren der WO 89/06801 in meh- 
reren Stufen gearbeitet. 

Zum Nachweis von Antikorpern verwendbare 
Reaktionsgemische sind gemad der Erfindung da- 
durch gekennzeichnet, dad das Reaktionsgemisch in 
50 einem f lussigen Medium, insbesondere einer Puffer- 
losung einen partikelformigen Trager, an dem ein be- 
zugiich des nachzuweisenden Antik5rpers spezifl- 
sches Antigen immobilisiert ist, und ein Konjugat aus 
wenigstens einem zum Fc-Fragment von Antikorpern 
55 reaktiven Protein und einem an dieses gebundenen 
Indikator enthait 

Diese Reaktionsgemische konnen gemad der 
Erfindung dadurch hergestellt werden, dad man Tra- 
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gerpartikei, insbesondere Latexpartikel, vorzugs- 
weise solche aus Polystyroi, mit einem durchschnitt- 
lichen Durchmesser von vorzugsweise 1 \xm, in ei- 
nem, Yorzugsweise alkalischen, Beschichtungspuf- 
fer mit wenigstens einem Antigen beschiciitet, dad 
man die beschichteten Tragerpartikel in einer Puffer- 
losung, insbesondere einerphysiologischen Pufferlo- 
sung, in einer Menge von 1 % bezogen auf die Puffer- 
losung suspendiert und dad man der so erhaitenen 
Suspension wenigstens ein Konjugat aus wenigstens 
einem bezuglich des Fc-Fragmentes von Antikorpern 
reaktiven Protein gekoppelt an elnen Indikator zu- 
misciit. 

Das erfindungsgemaBe Naciiwelsverfaliren fur 
Antlgene ist dadurcli gekennzeichnet, dad man die 
Probe in einem Reaktionsgemiscli, das elnen partl- 
kelformlgen Trager, an dem Fab- oder F(ab)2-Frag- 
mente eines fur das naclizuweisende Antigen spezi- 
fisclien monoklonalen Antikorpers immobilisiert 
sind, und eIn Konjugat, das aus wenigstens einem 
zum Fc-Fragment von Antikorpern reaktiven Protein 
und einem an dieses gebundenen Indikator besteht, 
sowie wenigstens elnen bezuglich des nachzuwei- 
senden Antigens spezifisciien monoklonalen Anti- 
korper enthalt, inkubiert, um Aggregate aus partikel- 
formlgem Trager, dem nachzuwelsenden Antigen und 
Komplexen bestehend aus Konjugat und Antikorpern 
zu bilden, und dad man dann auf die Anwesenheitvon 
Aggregaten pruft, die das nachzuweisende Antigen 
enthaiten. 

Ein erheblicher Vorteil des erf indungsgemaden 
Verfahrens zum Nachweisen von Antlgenen liegt dar- 
in, dad sowolil die Reaktion zwischen Konjugat, An- 
tikorper und dem Antigen oder den Antlgenen als 
auch das BInden der dabei gebildeten, das nachzu- 
weisende Antigen enthaltenden Komplexe gleichzei- 
tig und in einem einzigen Reaktlonsmilleu vor sich 
geht. 

Das erfindungsgemade Verfahren zum Nach- 
weisen von Antigenen ist u.a. deswegen besonders 
einfach ausfiihrbar, well es keine zusatzlichen im- 
munchemischen Reaktionen zur Detektlon des Anti- 
gens erfordert 

Dem erfindungsgemaden Verfahren zum Nach- 
weisen von Antikorpern und jenem zum Nachweisen 
von Antlgenen liegt der gemeinsame Gedanke zu- 
grunde, dad Antikorper, die in der Probe enthaiten, 
aber nicht nachzuwelsen sind, die Grode der Komple- 
xe und damit die der Aggregate aus Komplex und TrS- 
ger erhohen, so dad nach dem Abtrennen leichter 
und mitgrodererSlcherheltfestgestellt werden kann, 
ob eine positive Reaktion (= BInden von das nachzu- 
weisende Antigen bzw. den nachzuweisenden Anti- 
korper enthaltenden Komplexen am Trager) aufgetre- 
ten ist. 

Zum Nachweis von Antigenen verwendbare Mit- 
tel sind gemad der Erf indung dadurch gekennzeich- 
net, dad das Mlttel aus einer Komponente 1 und einer 



Komponente II besteht, dad die Komponente 1 elnen 
partikelformlgen Trager, der mit Fab- oder F(ab)2- 
Fragmenten eines fiir das nachzuweisende Antigen 
spezifischen Antikorpers beschichtet ist, und ein 
5 Konjugat enthalt, das aus wenigstens einem zum Fo- 
Fragment von Antikorpern reaktiven Protein und ei- 
nem Indikator besteht, dad die Komponente II fiir das 
nachzuweisende Antigen spezifische, monoklonale 
Antikorper und gegebenenfalls bezuglich des nach- 
10 zuweisenden Antigens unspezifische IgG-Molekiile 
bzw. deren Fc-Fragmente enthalt. 

Diese Mittel konnen einfach hergestellt werden. 
Bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungs- 
gemiden Nachweisverfahren, der Reaktionsgemi- 
15 sche und der Verfahren zu deren Herstellung sind 
Gegenstand der Unteranspruche. 

Die Entwicklung der kllnischen Labordlagnostik 
schreitet weltweit stark voran und hat damit einen 
steigenden Bedarf an hochsensitiven, sehr spezif i- 
20 schen und rasch durchzufuhrenden Testsystemen. 

Im Gegensatz zur klinisch-chemischen Massen- 
diagnostik ist vor allem die immunologische uns se- 
rologische Diagnostik darauf angewiesen, in kleine- 
ren Serien und mit moglichst minimaler Laborausstat- 
25 tung zu arbeiten, Daher zeigt sich hier ein Trend zu 
gerateunabhanglgen Schneiltests. 

Im wesentlichen sind derzeit drei Grundsysteme 
in verschledenen Varlanten verfugbar; 
1. Parti keiagglutlnation 
30 2. Immunokonzentration 

3. Radial Partition Immunoassay (RPIA). 
Bel der Parti keiagglutlnation werden mit Antigen 
Oder Antikorper beschichtete Partikel (meist Latex- 
partikel Oder Erythrozyten) durch eine Immunreakti- 
35 on zur makroskopisch sichtbaren Agglutination ge- 
bracht (direkte Partikelagglutination) oder in der Ag- 
glutination gehindert (indirekte oder kompetitive Par- 
tikelagglutination). 

Diese Testsysteme sind schnell und bedurfen nur 
40 einer minimalen Laborausstattung, sind jedoch hau- 
flg zu wenig sensitiv und spezifisch und brauchen 
meist fur Ihre Auswertung eine gewisse Erfahrung. 
Daruber hinaus sind sle meist sehr anfaliig f ur storen- 
de EInf liisse von Serumkomponenten (LIpide, Rheu- 
45 mafaktoren und dergl.). 

Bei der Immunokonzentration werden Antigene 
Oder Antikorper auf definierten Bereichen einer Mem- 
bran Immobilisiert und Probe- und Nachweisreagen- 
zien werden aktiv (uber Vakuum) oder passiv (durch 
50 Kapillarwirkung) durchgesaugt. (ICON(^) von 
Hybrltech, US-PS Nr. 4.727.109 und 4.632.901). 
Durch diese Gestaitung der Festphase wird die Klne- 
tik der Antigen-Antikorperinteraktion um den Faktor 
10 beschleunigt, sodad zeitraubende Inkubatlons- 
55 schritte entfallen. Die Detektlon erfolgt wie belm 
Sandwich-ELISA mit enzymmarkierten Sekundaran- 
tikorpern und der anschlledenden Visualislerung der 
Enzymreaktion. Es handelt sich dabei um ein mehr- 



4 



5 



EP0 599 803 A1 



6 



stufiges Verfahren, das in 5 bis 10 i\yiinuten Ergebnis- 
se liefert, die In Sensitivitat und Spezif itat durchaus 
mit ELISA-Ergebnisssen vergleichbar sind. 

Neue Entwicklungen befassen sicli auch mit der 
Verwendung von Latexpartlkein als Antlgentrager 
und deren anschlieliende Immobiiisierung auf diver- 
sen IVIennbranen anstatt der l\/1embran-Direktbe- 
schichtungsmethode. 

Der Radial Partition Immunoassay vereint die 
Prinzipien der "solid phase" Immuntechnikmit derra- 
dialen Chromatograpliie. Beim RlPA (radial partition 
enzyme immunoassay) werden Probe und markier- 
tes Konjugat auf einer festen IVIatrix (Membran), die 
immoblllslertes Antigen oder Antik5rper enthalt, in- 
kubiert. Nach einer geeigneten lnkubationszeit(weni- 
ge Minuten) werden die Reaktanten durch einen 
Waschschrltt mittels radlaler Chromatographie ge- 
trennt, Der zentraie Spot enthalt dann nur mehr das 
Antigen, gebundene Antikorper und gebundenes 
Konjugat. 

Nicht gebundenes Konjugat und Serum bzw. Pro- 
benbestandteile diffundieren aus dem Kernbereich 
der Membran. Die Detektion erfolgt bel der Verwen- 
dung von enzymmarkierten Konjugaten durcli an- 
sctiiiel^ende Substratzugabe und Visuaiisierung der 
Enzymreaktion. 

Neuere Nacliweisverfahren, basierend auf die- 
sem Prinzip, verwenden als Konjugat Gold markierte 
SekundSrantikdrper, sodaf^ die Substratzugabe ent- 
fallt. Die Vorteile dieserTeclinologle liegen in der Ein- 
fachheit und Schnelligkeit der Durchfuhrung. Un- 
scharfe oder ungenugende Separation der Liganden 
fuhrt in derartigen Systemen aber immer wieder zu 
Spezif itatsproblemen oder zu erhohten Hintergrund- 
reaktlonen bei Verwendung enzymgekoppelter Sy- 
steme. Aulierdem leidet bei Verwendung der radlalen 
Chromatographie mitunter auch die Sensitivitat, da 
vor allem zum Zeitpunkt der Benetzung der Membran 
(bei Probenauftrag) Reaktanten durch Kaplilareffek- 
te aus der Reaktionszone diffundieren konnen, bevor 
noch die Immunreaktion stattfinden konnte. Beson- 
ders bei Proben mit niedrigem Reaktantengehalt(z.B. 
schwachtitrlge Seren) kann dieser Effekt zu Proble- 
menfiihren. 

Die erfindungsgemaiien Verfahren zum Nach- 
weis von Antikorpern und von Antigenen zeichnen 
sich dadurch aus, dalisie in einem Schrittalle notigen 
Reaktanden zur Reaktion bringen und durch den 
nachfolgenden einfachen Trennschritt (z.B. Filtration 
durch eine i\/lembran) einen optisch frei sichtbaren, 
hoch sensitiven Antikorper- bzw. Antigen nachwels 
gestatten. 

Der entscheidende Schritt der Erfindung liegt 
beim Nachwelsen der Antikorper in der Verwendung 
eines Fc-reaktlven Proteins - konjuglert mit verschle- 
denen Indikatoren wie Gold, Pigmente, FITC, gefarb- 
te Kunststoffpartlkel etc. wie beispielsweise Protein 
A-Gold-Konjugat, Protein-G-Gold-Konjugat, Antl-An- 



tikorper-Gold-Konjugat, Protein A-Fluorochrome, 
z.B. FITG-Konjugat, Protein A+G-Farblatex-Konju- 
gat, Farblatex-Komplementfaktor-Konjugat usw. - zur 
Detektion der Antigen-Antikorperbindung auf den als 

5 Trager dienenden Latexpartlkein. Protein A und Pro- 
tein G sind beispielsweise relativ kleine Proteine, die 
spezif isch am Fc-Fragment von IgG-Molekiilen bin- 
den. Der Antlkdrper wird auch nach der Bindung an 
Protein A oder Protein G nicht in seiner Antigenbin- 

10 dungskapazitat beeinflulit, so daS eine simultane !n- 
kubation beider Reaktanten in fliissiger Phase er- 
moglichtwird. Dariiberhinaus werden beispielsweise 
durch die Verwendung von Protein A auch spezif i- 
sche !gM-Antik6rper erfaSt, was In vielen FSIlen zu 

15 einer ganz erhebllchen Erhohung der Sensitivitat 
fiihrt. 

Welters ist f iir das Antikorper-Nachwels-Verfah- 
ren die simultane Inkubation von Detektorreagenz 
und der zu untersuchenden Probe von zentraler Be- 

20 deutung, da in diesem System auch unspezlfische 
IgG Molekule zur Signalverstarkung genutzt werden. 
Da auf einem einzigen Goldpartikel bis zu 70 IVIole- 
kijle Protein A Oder Protein G gebunden sind, konnen 
diese bis zu 140 IgG Molekule binden, welche ihrer- 

25 seits wiederum an auf anderen Goldpartikeln gebun- 
denen Protein Aoder-G Molekule binden konnen. Die 
dabei entstehenden Komplexe konnen, auch wenn 
nur ein einziges IgG Molekul aus dem Komplex ein 
spezif Ischer Antlkfirper ist, von den Latexpartlkein, 

30 auf denen Antigen immobilisiert ist, spezifisch ge- 
bunden und anschliedend auf der Membran zuruck- 
gehalten werden. Das Signal wird dabei durch das 
Mitwirken der nicht antigenspezifischen Antikorper 
um ein Vielfaches verstarkt. 

35 Samtliche Immunologische Reaktionen (Anti- 
gen-Antikorperbindung und Detektion) erfolgen bel 
der Erfindung gleichzeitig und oft innerhalb von nur 
60 Sekunden. Im darauffolgenden Trennschritt (Fil- 
tration) erfolgt zum zweiten dann die vollstandige Ab- 

40 trennung iiberflussiger Reaktanten. Unspezlfische 
Reaktionen werden in einem einzigen Waschschritt 
in Anschluf^ an die Filtration ellminiert Das Ergebnis 
Ist sofort, also ohne Substratzugabe, sichtbar und es 
bedarf auch keines Abstoppens irgendwelcher En- 

45 zymreaktionen. Durch die wenigen und sehr einfach 
durchzufuhrenden Reaktionsschritte werden dar- 
iiberhinaus Fehlerquellen bei der Testdurchfuhrung 
weitestgehend ellminiert. 

Die Verwendung von Latexpartlkein als Antigen- 

50 trager in flussiger Phase ermoglicht eine optimale 
Beschleunigung der Kinetik der Antlgen-Antikorper- 
Interaktlon, da durch die Suspension der Latexpartl- 
kel diffusionsbedingte ProzeBlimitationen vermie- 
den werden konnen. Zusatzlich beschleunigt wird 

55 diese Reaktion durch die durch die Gravitation be- 
dingte Sedimentation der Latexpartikel wahrend der 
Inkubation, so daR eine permanente Bewegung 
(Schuttein) des Testansatzes entfailen kann. 
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Die Testdurchfuhrung istauilerst einfach und be- 
steht lediglich aus einerzu untersuchenden Probel5- 
sung (z.B. Serumverdiinnung), Zugabe dieser zum 
Reaktionsgemisch, Uberfiihren des Reaktionsgemi- 
sches auf die Filtervorrichtung und vor oder nach er- 
folgter Filtration Zugabe von funf Tropfen Waschlo- 
sung (zum Wegwasclien uberf iussiger Reaktanden). 
Die Waschldsung kann aucli bereits unmitteibar vor 
dem Filtrieren zugegeben werden, so daR das Ergeb- 
nis unmitteibar nach dem Filtrieren ablesbar ist. Eine 
Zubereitung der Reagenzien entfallt. DerZeitbedarf 
fur den kompletten Nachwels betragt liociistens 3 Mi- 
nuten. Der Nachweis eignet sicfi sowohi zur Durct^- 
f uiirung von Einzeltests als auch f ilr die Pruf ung gr5- 
Rerer bis grofter Serien, da eine Automatisation unter 
Verwendung der gangigsten ELISA-Prozessoren 
sehr leiclit mdgiich ist Da die Intensitat der Farbreak- 
tion uber einen weiten Bereich proportional zum An- 
tikorpergelialt der Probe ist, ist bei Verwendung von 
Dot-Scannern auch eine semi-quantitative bzw. 
quantitative Auswertung mogiich. 

Das erfindungsgemafLe Verfahren zum Nach- 
weis von Antigenen besitzt dem Vorteil, daR in einem 
Schritt alle notigen Reaktanden zur Reaktion ge- 
bracht werden und dal^ es durch die nachfolgende 
einfache Trennung (z.B. Filtration durch eine Mem- 
bran) einen optisch frei sichtbaren, hoch sensitiven 
Antigennachweis gestattet. 

Ein Merkmal dieses Verfahrens zum Nachweisen 
von Antigenen liegt in der Verwendung eines Fc-re- 
aktiven Proteins - konjugiert mit verschiedenen Indi- 
katoren wie Gold, Pigmente, Fluorochrome, gefarbte 
Kunststoffpartikel etc. wie beispielsweise Protein A- 
Gold Konjugat, Protein-G-Gold Konjugat, Anti-Anit- 
korper Gold Kojugat, Protein A FITC, Protein A+G 
Farblatex Konjugat, Komplementfaktoren etc. - zur 
Detektion der Antigen-Fab - Oder F(ab)2-Fragment- 
Bindung auf den Latexpartikeln. Protein A und Prote- 
in G sind beispielsweise relativ kleine Proteine, die 
spezlfisch am Fc-Fragment von IgG-Molekulen bin- 
den. Der Antikorperwird auch nach der Bindung an 
Protein A Oder Protein G nicht in seiner Antigenbin- 
dungskapazitat beeinfiuilt, sodaG^ eine simultane In- 
kubation beider Reaktanten in flussiger Phase mog- 
iich wird. 

Weiters ist fur das Verfahren zum Nachweisen 
von Antigenen die simultane Inkubation von Detek- 
torreagenz und der zu untersuchenden Probe von 
zentraler Bedeutung, da bei der Erf indung auch un- 
spezlf ische IgG Molekiile zur Signalverstarkung ge- 
nutzt werden. Da auf einem einzigen Goidpartikel bis 
zu 70 Molekule Protein A oder Protein G gebunden 
sind, konnen diese bis zu 140 IgG Molekule binden, 
die ihrerseits wiederum an auf anderen Goldparti- 
keln gebundenen Protein A oder -G Molekule binden 
konnen. Die dabei entstehenden Komplexe konnen 
dann, auch wenn nur ein einziger Antikorper aus dem 
Koniplex ein spezifischer Antikorper ist, von den La- 



texpartikeln spezifisch gebunden und anschliellend 
auf der Membran zuruckgehalten werden. Das Signal 
wird dabei durch das Mitnehmen der nicht antigen- 
spezifischen Antikorpern urn ein Vielfaches ver- 
5 stgirkt. 

Samtliche immunologische Reaktionen (Anti- 
gen-Fab- bzw. F(ab)2-Fragment-Bindung und Detek- 
tion) erfolgen bei der Erflndung gleichzeitig und oft 
innerhalb von nur 60 Sekunden. Im darauffolgenden 

10 Trennschritt (Filtration) erfolgt die vollstandige Ab- 
trennung uberflussiger Reaktanten. Unspezifische 
Reaktionen werden in einem einzigen Waschschritt 
in Anschluli an die Trennung (Filtration) eliminiert. 
Das Ergebnis ist sofort, also ohne Substratzugabe, 

15 sichtbar und es bedarf auch keines Abstoppens ir- 
gendwelcher Enzymreaktionen. Durch die wenigen 
und sehreinfach durchzufuhrenden Reaktionsschrit- 
te werden dariiberhinaus Fehlerquellen beim Durch- 
fiihren des erfindungsgemaHen Verfahrens weitest- 

20 gehend eliminiert. 

Die Verwendung von Latexpartikeln als Trager 
fur die Fab- oder F(ab)2-Fragmente In flussiger Phase 
ermdglichen eine optimale Beschleunigung der Kine- 
tik der Antigen-Antikorper-Reaktion, da durch die 

25 Suspension der Latexpartikel diffusionsbedingte 
ProzeHlimitationen vermieden werden. Zusatzilch 
beschleunigt wird diese Reaktion durch die durch die 
Gravitation bedingte Sedimentation der Latexparti- 
kel wahrend der Inkubation, sodaa eine permanente 

30 Bewegung (Schuttein) des Testansatzes entfallen 
kann. 

Die Testdurchfuhrung beim Nachweisen von An- 
tigenen ist aufierst einfach und besteht lediglich aus 
einer zu untersuchenden Probelosung (z.B. Serum- 
35 verdunnung), Zugabe dieser zu der einen Komponen- 
te des Mittels mit nachfolgender Zugabe derzweiten 
Komponente, Uberfiihren des Reaktionsgemisches 
auf die Filtervorrichtung und nach erfolgter Filtration 
Zugabe von 5 Tropfen Waschlosung (zum Wegwa- 
40 schen uberflussiger Reaktanden). Die Waschlosung 
kann auch schon vor der Filtration zugesetzt werden. 
Ein Zubereiten der Reagenzien entfallt Der Zeitbe- 
darf fur den vollstandigen Nachwels betrSgt hoch- 
stens 3 Minuten. Das Verfahren eignet sich sowohi 
45 zum Durchf uhren von Einzeltests als auch fur grolie- 
re bis grol^e Serien, da eine Automatisation unter 
Verwendung der gangigsten ELISA-Prozessoren 
sehr leicht mogiich ist. 

In den angeschlossenen Zeichnungen ist in 
50 Fig. 1 das Verfahren der Erfindung zum Nach- 
weisen von Antikorpern, in 
Fig. 2 das Nachweisverfahren der Erflndung fur 
Antigene und in 

Fig. 3 die Herstellung von Fab-, F(ab)2- und Fc- 
55 Fragmenten jewel Is schematisch und beispiel- 

haft dargestellt. 

Das Verfahren der Erfindung eignet sich fiir alle 
Nachweisverfahren, in denen Antigen-Antikorperre- 
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aktionen als wesentlicher Bestandteil des Systems 
stattfinden, wie beispielsweise alle serologischen 
Nachweise von Virus- oder Bakterien-lnfektionen in 
Lebewesen (sowohl Mensch als auch Tier), die spe- 
zlfische Antikorper induzieren. 

Nachsteliend werden Beispiele fur das Herstel- 
len des erfindungsgemal^en Reaktionsgemlsches 
undfurdas erfindungsgem§(^e Verfahren zum Nach- 
weis von Antikorpern angegeben. 

Belspiel 1: 

a) Gewaschene, uniforme Latexpartikel (Poly- 
styrol) mit einem durclischnittlichen Durchmes- 
ser von 1 ^im werden in aikalischem Beschich- 
tungspuffer, in dem rekombinanten IVIembranan- 
tigen (gp41-HIV-1) in Konzentrationen zwischen 
200 und 800 ^g/mi sowie rekombinantes Hull- 
Antigen (p24 HIV-1) in Konzentrationen zwi- 
schen 50 und 200 \xglm\ geI5stsind, beschichtet 
und anschlieliend gewaschen, Frele Proteinbin- 
dungsstellen werden mit einem Gemiscli aus Tra- 
gerproteinen und Detergentien abgesattigt. An- 
schlieliend werden die beschichteten Partikel er- 
neut gewaschen und in einer physiologischen 
Pufferlosung resuspendiert. Fur das Herstellen 
des fertigen Reaktionsgemisches wird dieser 
Suspension Protein-A-Gold Konjugat und/oder 
Protein-G-Gold Konjugat (jeweils 20 nm Gold 
Partikel gekoppelt an die Proteine A525 = 4.0) im 
Verhaitnis 16:1 zugegeben. Dieses Reaktions- 
gemlsch stellt die zentrale Testkomponente dar 
und kahn in beiiebigen Mengen be! 2 bis S^'C sta- 
bil gelagert werden. 

b) Fur die Testdurchfuhrung wird Patientenserum 
je nach Anwendung zwischen 1:10 und 1:50 ver- 
dunnt. Von der entsprechenden Verdunnung wer- 
den 40 \i\ mit 1 60 |il Reaktionsgemisch vermischt 
und 2 bis 5 l\/linuten inkubiert. 

c) Danach wird diese Suspension aus b) auf eine 
Zeiluloseacetatmembran oder eine Nyionmem- 
bran, unter der sich ein saugfahlges Kissen oder 
Vakuum befindet, transferiert Die Trennung der 
flussigen von der festen Phase erfolgt dabel 
spontan. 

d) Es wird mit 5 Tropfen Detergens-Puffer nach- 
gewaschen (oder die Waschiosung gleich dem 
Reaktionsgemisch zugesetzt). Ein je nachspezi- 
flschem Antikorpergehalt der Probe mehr oder 
wenlger intensiv rot gefarbter Kreis zeigt HIV-I- 
Positivitat des Serums an. Bei negativen Reak- 
tlonen bleibt die Membran weld. 

Ftir aile nachfoigend genannten Beispiele blei- 
ben die wesentiichen Schritte des im Belspiel 1 be- 
schriebenen Verfahrens gleich. Es werden daher nur 
mehr die Anderungen beschrieben. 



Belspiel 2: 

Als Antigene werden rekombinantes Antigen gp 
36 HIV-2 und p 26 HIV-2furdie Beschichtung der La- 
5 texpartikel verwendet. Eine Farbreaktion zeigt HIV- 
2-Posltivitat des Serums an. 

Belspiel 3: 

10 Fur die Beschichtung der Latexpartikel wird ein 
Gemisch aus HIV-1 und HlV-2 rekombinanten Antige- 
nen verwendet. Eine Farbreaktion zeigt HiV-1 oder 
HIV-2 Positivitat des Serums an. 

15 Belspiel 4: 

Fur die Beschichtung der Latexpartikel wird 
Membranantigen aus Entamoeba histolytica verwen- 
det. Eine Farbreaktion zeigt eine Infektion mit dem 
20 Erreger der Amoebenruhr an. 

Belspiel 5: 

Fur die Latexbeschichtung wird eine Antigenpra- 
25 paration aus dem Rinderherpesvirus IBR/IPV ver- 
wendet. Als Detektorreagenzwird ausschliefilich Pro- 
tein-G-Gold verwendet Fur die Prufung wird Rinder- 
serum oder -Plasma bzw. Milch verwendet. Eine 
Farbreaktion zeigt das Vorllegen einer IBR/IPV infek- 
30 tlon belm getesteten Rind an. 

Belspiel 8: 

Fur die Latexbeschichtung wird eine Antigenpra- 
35 paration aus dem Felinen Leukamievirus verwendet. 
Fur die Untersuchung werden Katzenserum oder - 
plasma verwendet. Eine Farbreaktion zeigt das Vor- 
llegen einer FeLV-lnfektion bei der untersuchten Kat- 
ze an. 

40 

Beisplel 7: 

Fur die Latexbeschichtung wird eine Antigenpra- 
paration aus dem Parvo Virus beim Schwein verwen- 
45 del Fur die Untersuchung werden Schweineserum 
Oder -plasma verwendet. Eine Farbreaktion zeigt das 
Vorllegen einer Parvovlruslnfektion des untersuch- 
ten Schwelnes an. 

50 Belspiel 8: 

Fiirdie Latexbeschichtung wird eine AntigenprM- 
paration von Salmonella pulorum verwendet Fur die 
Untersuchung wird Hiihnerserum oder -plasma ver- 
55 wendet Eine Farbreaktion zeigt das Vorllegen einer 
Salmonellenlnfektion des untersuchten Huhnes an. 
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Beispiel 9: 

Fur die Latexbeschichtung wird eine Antigenpra- 
paratlon aus Salmonella typhi! verwendet. Fur die 
Untersuchung wird Hiilinerserum pder -plasma ver- 
wendet. Eine Farbreaktion zeigt das Vorliegen einer 
Infektion mit Salmonella typhii an. 

Beispiel 10: 

Fur die Latexbeschichtung wird rekombinantes 
Hepatitis B-Virus Antigen (HBV) verwendet. Fur die 
Untersuchung wird humanes Serum oder Plasma 
verwendet. Fiir die Untersuchung wird humanes Se- 
rum Oder Plasma verwendet. Eine Farbreaktion zeigt 
das Vorliegen einer HBV-lnfektion an. 

Beispiel 11: 

Fur die Latexbeschichtung wird eine Antlgenpr3- 
paration aus dem Epstein Barr Virus (EBV) verwen- 
det Fiir die Untersuchung wird humanes Serum oder 
Plasma verwendet. Eine Farbreaktion zeigt das Vor- 
liegen einer EBV-lnfektion an. 

Beispiel 12: 

Fur die Latexbeschichtung wird rekombinantes 
Membranantigen des Maedi VIsna Virus (MW) ver- 
wendet. Fur die Untersuchung werden Schafserum 
Oder -plasma verwendet. Eine Farbreaktion zeigt das 
Vorliegen einer MW-lnfektion des untersuchten 
Schafes an. 

Bei dem Verfahren und dem Testsystem fiir den 
Nachwels von Antlgenen werden auf den Latexpartl- 
keln Fab- oder F(ab)2-Fragmente eines fur das zu de- 
tektierende Antigen spezif ischen monoklonalen Anti- 
korpers (Antlkorper 1) immobillsiert (vgL Fig. 2). Zu- 
satzlich wird im Reaktionsgemisch ein weiterer mo- 
noklonaler Antikorper vorgelegt, der sich in seiner 
Epitopspezif itSt vom immobilisierten Antlkorper un- 
terscheideL 

Bei dem Nachweis von Antigen(en) erfolgen 
samtliche Reaktionsschritte simultan innerhalb von 
beispielsweise 60 Sekunden. Die Detektion erfolgt 
unter Verwendung von Fc-reaktiven Protein-Gold-, 
Protein-Farblatex- oder Protein-Farbpartikel-Konju- 
galen (wie z.B. Protein-A-Gold, Protein-G-Gold, Pro- 
tein A-Farblatex). Bei der Verwendung von IgG-hSI- 
tigen Antigenproben (Serum, Plasma) werden unspe- 
zlfische IgG-Molekule zur Signaiverstarkung ge- 
niilzt. NIchtoder nurgeringfiigig IgG-haltige Antigen- 
proben (Urin) konnen durchZugabe von Fc-Fragmen- 
ten Oder gereinlgtem IgG zum Reaktionsgemisch 
ebenfalls vom erf IndungsgemSflen Verstarkungsme- 
chanismus profitieren. 

Fc-, Fab- bzw. F(ab)2-Fragmente von Immunglo- 
bullnen konnen durch Spaltung von IgG mit Papain 



(Fc und Fab) bzw. Pepsin (Fc und F(ab)2) und an- 
schlieliender chromatographischer Trennung der 
Fragmente erhalten werden (Fig. 3). 

Fur das Herstellen des Reaktionsgemlsches ist 

5 zu beachten, daH dieses aus zwei Komponenten be- 
steht, von denen eine unmittelbar vor Verwendung 
mit der Probe versetzt wird und das so erhaltene Ge- 
misch mit der anderen Komponente gemischt wird. 
Idealerweise bestehteine Komponente (Komponente 

10 I) aus mit Fab-Fragmenten beschichteten Latexparti- 
keln mit dem Detektoreagenz {z.B. Protein-A-Gold) in 
einer physiologischen Pufferlosung, die andere Kom- 
ponente (Komponente II) aus dem antigenspezifi- 
schen monoklonalen Antikorper und (gegebenen- 

15 falls) unspezif ischen IgG-Molekulen bzw. deren Fc- 
Fragmenten ebenfalls in einer physiologischen Puf- 
feridsung. Unspezlflsche IgG-Molekule bzw. deren 
Fc-Fragmente werden nur verwendet, wenn das Ver- 
fahren zum Nachweis von Antlgenen in nicht IgG-hal- 

20 tigen FIflsslgkelten (Proben) verwendet wird. 

Die Testdurchfuhrung (Nachweis) erfolgt dann 
wie folgt: 

Zu einer Verdunnung derzu bestlmmenden An- 
tigenlosung wird zuerst Komponente II zugegeben 

25 und unmittelbar darauf mit Komponente i vermengL 
Die weiteren Schritte sind Inkubieren, Trennung (Fil- 
tration) und das Auswerten. 

Durch entsprechendes Einsteilen der einzelnen 
Testkomponenten kann jene Kombination ermlttelt 

30 werden, bei deren Verwendung eine (lineare) Korre- 
lation zwischen Slgnalintensitat und Antigengehalt ei- 
ner Probe besteht Bel Verwendung von geeigneten 
Auswertesystemen (Dot-Scannern) wird bei gleich- 
zeitiger Bestimmung von Antigen-Standardproben 

35 bekannter Konzentration auch eine quantitative An- 
tlgenbestimmung ermoglicht. 

Im einzelnen kann beim Nachweis von Antigen 
unter Anwendung des Verfahrens gema& der Erfin- 
dung beispielsweise wie folgt vorgegangen werden: 

40 

1.) Herstellen der Komponente 1 des 
Reaktlonssystems: 

Aus fur das zu detektierende Antigen spezifi- 
45 schen, monoklonalen Antikorpern (Antikorper 1) wer- 
den entweder durch Papainspaltung Fab- Fragmente 
Oder durch Pepsinspaltung F(ab)2-Fragmente (siehe 
Fig. 3) hergestellL Mit den so gewonnenen Fab- oder 
F(ab)2-Fragmenten werden Trager, z.B. Latexpartikel 
50 (aus Polystyrol) mit einem Durchmesser von 1 \im be- 
schichtet. 

Welters wird eIn Konjugat aus Fc-reaktlvem Pro- 
tein (Protein A) und einem Indikator (z.B. Goldparti- 
kel, FITC Oder Farblatex) hergesteilt (beispielsweise 
55 Protein-A-Gold-, Protein-G-Gold-, Protein-A-Farbla- 
tex-Konjugat). 

Der beschichtete Trager und das Konjugat wer- 
den In eine Pufferlosung, Insbesondere eine physio- 
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logische Pufferlosung, eingetragen und die so herge- 
stellte Komponente i fur die Bestimmung vorratig ge- 
haiten. 

2. ) Herstelien der Komponente li des 
Reaktionssystems: 

Bezuglich des zu detektierenden Antigens spezi- 
fische, monoklonale Antikorper (Antikorper 2) und 
bezuglich des zu detektierenden Antigens unspezifi- 
sche IgG-IVlolekuie (Antikorper) bzw. deren Fc-Frag- 
mente werden ebenfalls In eine physiologische Puf- 
ferlosung eingetragen. 

Unspezifische IgG-Molekule bzw. deren Fc- 
Fragmente werden in die Komponente II nur einge- 
bracht, wenn eine IgG-arme Oder IgG-freie Probe 
(z.B. Urin), nicht aber eingebraclit, wenn eine ohne- 
dies IgG-haltige Antigenprobe (Serum, Plasma) un- 
tersuchtwird. 

3. ) Durchfuhren des Nachweisverfahrens: 

Unmittelbar vor dem Nachweis wird in die Kom- 
ponente II die mit einer Pufferlosung, insbesondere 
mit einer physiologischen Pufferlosung, verdunnte 
Losung von Antigenen (Probe, die allenfalls das 
nachzuweisende Antigen enthalt) zugegeben. Dabei 
wird eine Komponente II mitunspezlflschen IgG-Mo- 
lekulen (Antlkorpern) oder deren Fc-Fragmenten an- 
gewendet, wenn in der Antigen(e) enthaltenden Pro- 
be (z.B. Urin) wenig oder keine IgG-Molekule enthal- 
ten sind. 

Wenn eine IgG-haltige Probe (z.B. Plasma, Se- 
rum) dem Nachweisverfahren unterworfen wird, wird 
die mit Pufferlosung (physiologische Pufferl6sung) 
verdunnte, zu bestimmende Antigenlosung in eine 
Komponente II eingetragen, die nicht mit unspezifi- 
schen IgG-IVIolekulen (Antlkorpern) oder deren Fc- 
Fragmenten versetzt wurde. Dem so erhaltenen Ge- 
misch wird die Komponente 1 zugegeben. 

Das so erhaltene Reaktlonsgemisch wird 2 bis 5 
min, Oder 30 bis 120 sek !ang, insbesondere 2 min 
oderSOseklang bei einer Temperatur von 19bis30°C 
inkubiert. Bei der Reaktion bilden sich Komplexe aus 
Konjugat und den entweder in Komponente II oder in 
der Probe enthaltenen Antlkorpern (Antikorper 2 und 
IgG-Molekiile). Die Komplexe reagieren iiberdie in ih- 
nen enthaltenen, bezuglich des nachzuweisenden 
Antigens spezif ischen Antikorper 2 mit dem Antigen. 
Das nachzuweisende Antigen bindetsich seinerseits 
an die Fab- oder F(ab)2-Fragmente (des Antikorpers 
1 ), mit welchen der TrMger beschichtet 1st. So entste- 
hen Aggregate aus Trager, zu bestimmendem Anti- 
gen und Komplexen aus Konjugat und Antlkorpern 2. 

Nach dem Inkubieren wird uber eine Membran 
(z.B. eine Nylonmembran oder eine Zelluloseacetat- 
membran) f iltriert, wobei Komplexe ohne angelager- 
te Antlgene und Kom-plexe mit angelagerten, nicht 



nachzuweisenden Antigenen durch die Membran hin- 
durchtreten, wogegen die oben beschrlebenen Ag- 
gregate, die nachzuweisende Antlgene enthalten, auf 
der Membran zuruckgehalten werden. 

5 Im AnschluB an den Filtratlonsvorgang wird mit 
einer Detergens-Pufferlosung gewaschen, oder es 
wird die Wschlosung dem Reaktlonsgemisch unmit- 
telbar zugesetzt. 

Das von den auf der Membran zuruckgehaltenen 

10 Aggregaten gebildete Signal (Farbung, bei Verwen- 
dung von Goldpartikein als Indikator eine Rotfar- 
bung) dient als Signal fur die Anwesenheit von nach- 
zuweisendem Antigen, d.h. einem solchen, fur wel- 
ches das auf dem Trager immoblllsierte Fab- oder 

15 F(ab)2-Fragment spezifisch 1st. 

Durch gezlelte Kombination von Komponente I 
und Komponente II llegt eine Korreiation zwischen Sl- 
gnalintensitat und Antigengehaltder Probe vor. Es 1st 
daher mit Hilfe von Auswertesystemen (Dot-Scan- 

20 nern) und gleichzeltlger Bestimmung von Antigen- 
standardproben bekannter Konzentration eine quan- 
titative Antigenbestimmung moglich. 



Bestimmung von hCG im Urin oder Serum unter 
Verwendung von zwel monoklonalen antl-hCG Anti- 
30 korpern zur Feststellung von Schwangerschaften 
Oder fur die Tumordiagnostik. 

Beisplel 14: 

35 Bestimmung von HIV-1 p24 Antigenen unter Ver- 
wendung von zwel monoklonalen anti-p24 AntikSr- 
pern zum HIV-Antigennachweis. 

Beisplel 15: 

40 

Bestimmung von Hepatitis B-Antlgenen im Se- 
rum Oder im Plasma unter Verwendung von zwei mo- 
noklonalen anti-Hepatitis-B-Antikorpern. 



Bestimmung von PMSG unter Verwendung von 
zwei monoklonalen anti-PMSG-Antikorpern zur Er- 
mittlung der Trachtigkeit von Stuten. 

50 

Beisplel 17: 

Bestimmung von Mykotoxinen (Aflatoxin, 
Zearalenon ...) in Lebens- bzw. Futtermittein unter 
55 Verwendu ng von jewei Is zwel spezif Ischen monoklo- 
nalen Antlkorpern. 



Beispiele fur Nachweisverfahren von Antigenen: 

25 

Beispiel 13: 



45 Beisplel 16: 
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Beispiel 18: 

Bestimmung diverser Tumormarker (z.B. a-Fe- 
toprotein) unter Verwendung von zwei spezifischen 
monoklonalen Antikorpern. 

Zusammenfassend kann die Erf indung beispiels- 
weise wie folgt dargestellt werden: 

Zum Nachweisen eines In einer Probe enthalte- 
nen Antikorpers wird die Probe In ein Reaktionsge- 
misch, das einen partikeiformlgen Trager, an den ein 
bezugllch des nachzuweisenden Antikorpers spezif 1- 
sches Antigen, wie beispielsweise native oder 
rekombinante Virus-Antigene, native oder 
rekombinante Bakterien-Antigene, native oder 
rekombinante Pilz-Antigene oder sonstige native 
Oder rekombinante zellspezif ische Antigene immobi- 
lisiert sind, und ein Konjugat aus wenigstens einem 
zum Fc-Fragment von Antikorpern reaktiven Protein 
und einem an dieses gebundenen Indikator enthalt, 
eingetragen. Hierauf wird inkublert, urn Komplexe 
aus Konjugat und Antikorpern zu bilden und gleicli- 
zeitig diese Komplexe an den Trager zu binden. Hier- 
auf werden der Trager und Aggregate aus Trager und 
wenigstens einen nachzuweisenden Antikorper ent- 
haltenden Komplexen vom fliissigen Reaktionsge- 
mlsch und von Komplexen, die ausschlieHlich nicht 
nachzuweisende Antikorper enthalten, abgetrennt, 
und ohne zusatzliche immunchemisclie Reaktion auf 
das Vorhandenseln von an den TrSger gebundenen 
Komplexen aus Konjugat und dem nachzuweisenden 
Antikorper gepruft. 

Ein in einer Probe enthaltenes Antigen kann 
durcti Binden des nachzuweisenden Antigens an ein 
Fab- Oder F(ab)2-Fragment eines fur das nachzuwei- 
sende Antigen spezifischen, monoklonalen Antikor- 
pers nachgewiesen werden. Hiezu wird die Probe in 
einem Reaktionsgemisch, das einen partikeiforml- 
gen Trager, an dem Fab- oder F(ab)2-Fragmente ei- 
nes fur das nachzuweisende Antigen spezifischen 
monoklonalen Antikorpers immobilisiertsind, und ein 
Konjugat, das aus wenigstens einem zum Fc-Frag- 
ment von Antikorpern reaktiven Protein und einem an 
dieses gebundenen Indikator besteht, sowie wenig- 
stens einen bezugllch des nachzuweisenden Anti- 
gens spezifischen monoklonalen Antikorper enthalt, 
inkublert. Dabei bilden sich Aggregate aus partikel- 
formigem Trager, dem nachzuweisenden Antigen und 
Komplexen bestehend aus Konjugat und Antikor- 
pern. Das Reaktionsgemisch wird filtriert und auf 
dem Filter auf die Anwesenheit (Farbreaktion) von 
das nachzuweisende Antigen enthaltenden Aggrega- 
ten gepruft. 

Ein Mittel zum Nachweisen eines in einer Probe 
enthaltenen Antigens, das zur Anwendung beim 
Durchfuhren des Verfahrens geeignet 1st, besteht aus 
einer Komponente ! und einer Komponente 11. Die 
Komponente i enthalt einen partikeiformlgen Trager, 
der mit Fab- oder F(ab)2-Fragmenten eines fur das 



nachzuweisende Antigen spezifischen Antikorpers 
beschichtet 1st, und ein Konjugat, das aus wenigstens 
einem zum Fc-Fragment von Antikorpern reaktiven 
Protein und einem Indikator besteht. Die Komponen- 
5 te II enthSIt fur das nachzuweisende Antigen spezif I- 
sche, monoklonale Antikorper und gegebenenfails 
beziiglich des nachzuweisenden Antigens unspezifi- 
sche IgG-Moiekule bzw. deren Fc-Fragmente. 

10 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweisen eines in einer Probe 
enthaltenen Antikorpers durch Binden des nach- 

15 zuweisenden Antikorpers an ein bezuglich des 
nachzuweisenden Antikorpers spezifisches An- 
tigen, dadurch gekennzeichnet, dal^man die Pro- 
be in ein Reaktionsgemisch, das einen partikei- 
formlgen Trager, an den ein bezuglich des nach- 

20 zuweisenden Antikorpers spezifisches Antigen 
immobilisiert ist, und ein Konjugat aus wenig- 
stens einem zum Fc-Fragment von Antikorpern 
reaktiven Protein und einem an dieses gebunde- 
nen Indikator enthalt, eintragt und inkubiert, um 

25 Komplexe aus Konjugat und Antikorpern zu bil- 
den und diese Komplexe an den Trager zu bin- 
den, dad man hierauf den Trager abtrennt, und 
dad man auf das Vorhandenseln von an den Tra- 
ger gebundenen Komplexen aus Konjugat und 

30 dem nachzuweisenden Antikorper pruft. 

2. Verfahren zum Nachweisen eines in einer Probe 

enthaltenen Antigens durch Binden des nachzu- 
weisenden Antigens an ein Fab- oder F(ab)2- 

35 Fragment eines fur das nachzuweisende Antigen 
spezifischen, monoklonalen Antikorpers, da- 
durch gekennzeichnet, dall man die Probe in ei- 
nem Reaktionsgemisch, das einen partikeiforml- 
gen Trager, an dem Fab- oder F(ab)2-Fragmente 

40 eines fur das nachzuweisende Antigen spezifi- 
schen monoklonalen Antikfirpers Immobilisiert 
sind, und ein Konjugat, das aus wenigstens ei- 
nem zum Fc-Fragment von Antikorpern reakti- 
ven Protein und einem an dieses gebundenen In- 

45 dikator besteht, sowie wenigstens einen bezug- 
lich des nachzuweisenden Antigens spezifi- 
schen monoklonalen Antikorper enthalt, inku- 
biert, um Aggregate aus parti kelformlgem Tra- 
ger, dem nachzuweisenden Antigen und Komple- 

50 xen bestehend aus Konjugat und Antikorpern zu 
bilden, und daHman auf die Anwesenheit von Ag- 
gregaten pruft, die das nachzuweisende Antigen 
enthalten. 

55 3, Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dad man als Trager Latexpartlkel, 
insbesondere solche aus Polystyrol verwendet. 
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da& man Latexpartikel mit einem 
durchschnittlichen Durchmesser von 1 ^tm ver- 
wendet 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, da& man als Indikator 
Gold, Pigments, FITC, gefarbte Kunststoffteil- 
chen u.dgl. verwendet. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, da& man ein Reaktions- 
gemisch verwendet, das als Konjugat Protein-A- 
Gold Konjugat, Protein-G-Gold Konjugat, Anti- 
Antikorper-Gold-Konjugat, Fc-reaktlves Protein- 
Fiuorochrom-Konjugat oder Protein-A+G-Farbla- 
tex-Konjugat enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dad man ein Reaktionsgemlsch ver- 
wendet, das Konjugat Protein-A-Gold-Konjugat 
und/oder Proteln-G-Gold-Konjugat ist, und daR 
die Goidpartlkel einen mittleren Durchmesser 
von 20 nm aufweisen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dad man ein Reaktions- 
gemlsch verwendet, das die Reaktionspartner in 
einer Pufferl5sung, Insbesondere einer physiolo- 
glschen Pufferl5sung, enthalt 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dali man den Triger 
durch Filtration abtrennt 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, da(i man den Trager durch Filtration 
unterVerwendung einer Membran, insbesondere 
einer Zelluioseacetatmembran abtrennt. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dad man die Filtration durch An- 
wenden von Vakuum oder durch Anordnen eines 
saugfahigen Kissens unter dem Filter, insbeson- 
dere der !\^embran unterstutzt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dad man nach der Zu- 
gabe der Probe zu dem Reaktionsgemlsch 2 bis 
5 min lang, vorzugsweise 2 min lang be! einer 
Temperatur von 19 bis ZQ^'C inkubiert. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dad man den abge- 
trennten Trager w^scht, wobei man die Wasch- 
fiussigkeitdem Reaktionsgemisch bevorzugt be- 
reits vor oder wahrend des Abtrennens des Tra- 
gers zusetzt. 



14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dad man mit Hilfe einer Detergens-Puf- 
ferlosung wascht. 

5 15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man einen Tra- 
ger verwendet, an dem ein natives oder 
rekombinantes Virus-Antigen immobilisiert Ist. 

10 16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man einen Tra- 
ger verwendet, an dem ein natives oder 
rekombinantes Bakterien- Antigen immobilisiert 
ist. 

15 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man einen Tra- 
ger verwendet, an dem ein natives oder 
rekombinantes Piiz-Antigen immobilisiert ist. 

20 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man einen Tra- 
ger verwendet, an dem ein natives oder 
rekombinantes zellspezifisches Antigen Immobi- 

25 lisiert ist. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man einen Tra- 
ger verwendet, an dem ein rekombinantes, zell- 

30 spezlf isches Antigen immobilisiert ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 

35 migen Trager enthalt, der mit rekombinantem 
Membranantigen (gp41-HIV-1) und mit 
rekombinantem Hull-Antigen {p24 HIV-1) be- 
schichtet ist. 

40 21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemlsch verwendet, das einen partikeifor- 
migen TrSger enthSIt, der mit rekombinantem An- 
tigen gp 36 HIV-2 und p 26 HIV-2 beschichtet ist. 

45 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikeifor- 
migen TrSger enthalt, der mit einem Gemisch aus 

50 HIV-1 und HlV-2 rekombinanten Antigenen be- 
schichtet ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 

55 tlonsgemisch verwendet, das einen partikelf5r- 
migen Trager enthalt, der mit Membranantigen 
aus Entamoeba histolytica beschichtet ist. 



40 
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24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daR man ein Reak- 
tlonsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 
migen Tragerenthalt, dermitelner Antigenprapa- 
ration aus Rinderherpesvirus IBR/IPV beschich- 
tet ist, und das als Konjugat Protein-G-Gold-Kon- 
jugat enthalt. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemlsch verwendet, das einen partikelfor- 
migen Tragerenthalt, dermiteinerAntigenprapa- 
ration aus dem Felinen Leukamievirus beschich- 
tet Ist. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dali man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 
migen Tragerenthalt, der mit einer Antigenprapa- 
ration aus dem Parvo Virus belm Schwein be- 
schichtet ist 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daR man ein Reak- 
tlonsgemisch verwendet, das einen partikeifor- 
migen Tragerenthalt, der mit einer Antigenprapa- 
ration von Salmonella pulorum beschichtet Ist. 

28. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daR man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 
migen Triger enthSlt, der mit einer AntlgenprSpa- 
ratlon aus Salmonella typhi! beschichtet ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 
mlgen Trager enthalt, der mit rekombinantem He- 
patitis B-Vlrus Antigen (HBV) beschichtet ist. 

30. Verfahren nach einem der AnsprGche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daR man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikeifor- 
migen Tragerenthalt, dermitelner Antigenprapa- 
ration aus dem Epstein Barr Virus (EBV) be- 
schichtet ist 

31 Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dad man ein Reak- 
tionsgemlsch verwendet, das einen partlkelfdr- 
mlgen Trager enthalt, der mit rekombinanten An- 
tigenen von Borreiia Burgdorferi SSP beschich- 
tet Ist 

32. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 und 3 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, dali man ein Reak- 
tionsgemisch verwendet, das einen partikelfor- 
migen Trager enthalt, der mit einem 



rekombinantem IVlembranantigen des IVlaedi 
Visna Virus (IVIW) beschichtet ist 

33. Reaktionsgemisch zum Nachweisen eines in ei- 
5 ner Probe enthaltenen Antlkorpers, insbesonde- 

rezur Anwendung beim Durchfuhrendes Verfah- 
rens nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dad das Reaktionsge- 
misch in einem fliissigen l\/Iedium, insbesondere 

10 einer Pufferlosung einen partikeiformigen Tra- 
ger, an dem ein bezuglich des nachzuweisenden 
Antikorpers spezifisches Antigen immobilislert 
ist, und ein Konjugat aus wenigstens einem zum 
Fc-Fragment von Antikorpern reaktiven Protein 

15 und einem Indlkator enth§lt 

34. Reaktionsgemisch nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, dad der Trager aus Latexparti- 
keln besteht 

20 

35. Reaktionsgemisch nach Anspruch 34, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Latexpartikel aus Poly- 
styrol bestehen. 

25 36. Reaktionsgemisch nach Anspruch 35, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Latexpartikel einen 
durchschnittllchen Durchmesservon 1|xm besit- 
zen. 

30 37. Reaktionsgemisch nach einem der Anspriiche 33 
bis 36, dadurch gekennzeichnet, dad der indlka- 
tor Gold, Pigment, FITC oder gefSrbte Kunst- 
stoffteilchen Ist 

35 38. Reaktionsgemisch nach einem der Anspriiche 33 
bis 37, dadurch gekennzeichnet, dad das Reak- 
tionsgemisch als Konjugat Protein-A-Gold-Kon- 
jugat, Protein-G-Gold-Konjugat, Antl-Antikorper- 
Gold-Konjugat, Protein-A-Fiuorochrom- oder 

40 Protein-A+G-Farblatex-Konjugat enthalt 

39. Reaktionsgemisch nach einem der Anspriiche 33 
bis 38, dadurch gekennzeichnet, dad das Reak- 
tionsgemisch das Konjugat und den partikelfor- 

45 migen Trager in einer physiologischen Pufferlo- 
sung ais fliissiges l\/ledium enthalt. 

40. Reaktionsgemisch nach einem der Anspriiche 33 
bis 39, dadurch gekennzeichnet, dad der parti- 

50 kelformige Trager mit wenigstens einem der 
nachstehend genannten Antigene beschichtet 
ist 

natives oder rekombinantes Virus-Antigen, 
natives oder rekombinantes Bakterien-Antigen, 
55 natives oder rekombinantes Pilz-Antlgen, 

natives oder rekombinantes zellspezlf Isches An- 
tigen. 
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41. Reaktionsgemlsch nach einem derAnspriiche 33 
bis 40, dadurch gekennzeichnet, dad der parti- 
kelformige Trager mit wenigstens einem der 
nachstehend genannten Antigene beschiciitet 
1st: 

rekombinantes Membranantigen (gp41-HiV-1), 
rekombinantes Hiiii-Antigen (p24 HIV-1), 
rekombinantes Antigen gp 36 HIV-2 und p 26 HIV- 

2, 

Gemlsch aus HiV-1 und HlV-2 rekombinanten 
Antigenen, 

Membranantigen aus Entamoeba histoiytica, 
Antigenpraparation aus Rlnderiierpesvirus 
IBR/IPV, 

Antigenpraparation aus dem Felinen Leukamie- 
virus, 

Antigenpraparation aus dem Parvo Virus, 
Antigenpraparation von Salmonella pulorum, 
Antigenpraparation aus Salmonella typhii, 
rekombinantes Hepatitis B-Vlrus Antigen (HBV), 
rekombinantes Antigen von Borrelia Burgdorferi 
SSP, 

Antigenpraparation aus dem Epstein Barr Virus 
(EBV) Oder 

rekombinantes Membranantigen des Maedi 
VIsna Virus (MW). 

42. Reaktionsgemisch nach einem der Anspruche 33 
bis 41, dadurch gekennzelchnet, dall das Reak- 
tionsgemisch als Konjugat Protein-A-Gold-Kon- 
jugat und/oder Protein-G-Gold-Konjugat enthait, 
wobei die Goldpartlkel einen mittleren Durch- 
messervon 20 nm aufwelsen. 

43. Verfahren zum Herstellen eines Reaktlonsgemi- 

sches nach einem der Anspruche 33 bis 42, da- 
durch gekennzelchnet, daR man Tragerpartikel, 
insbesondere Latexpartlkel, vorzugswelse sol- 
che aus Polystyrol mit einem durchschnittlichen 
Durchmesser von vorzugswelse 1 j^m, in einem, 
vorzugswelse alkallschen, Beschichtungspuffer 
mit wenigstens einem Antigen beschlchtet, dad 
man die beschlchteten Tragerpartikel In einer 
Pufferlosung, insbesondere einer physiologi- 
schen Pufferlosung, in einer Menge von 1% be- 
zogen auf die Pufferlosung suspendiertund dali 
man der so erhaitenen Suspension wenigstens 
ein Konjugat aus wenigstens einem bezugllch 
des Fc-Fragmentes von Antikorpern reaktiven 
Protein gekoppelt an einen Indlkator zumlscht. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekenn- 
zelchnet, daR man freie Proteinbindungsstelien 
der Tragerpartikel mit einem Gemlsch aus Tra- 
gerprotelnen und Detergentien absattlgt. 

45. Verfahren nach Anspruch 43 oder 44, dadurch 
gekennzelchnet, dali^ man je sechzehn Teilen der 



die beschlchteten Tragerpartikel enthaltenden 
Suspension einen Tell Konjugat zumlscht. 

46. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14, 
5 dadurch gekennzelchnet, dad man das Reakti- 
onsgemisch aus zwei Komponenten blldet, wobei 
die Komponente I den beschlchteten Trager und 
Konjugat und die Komponente II antlgenspezlfi- 
sche monoklonale Antikorper enthait, dad man 

10 die Antigenprobe der Komponenten II zugibt, und 
dad man dem so erhaitenen Gemlsch die Kom- 
ponente I zusetzt. 

47. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14 
15 und 46, dadurch gekennzelchnet, dad man bei 

der Untersuchung einer nicht oder nur geringfu- 
gig IgG-Molekule enthaltenden Antigenprobe, 
wie beispielsweise Urin eine Komponente II ver- 
wendet, die zusatziich zu dem antigenspezifi- 
20 schen, monoklonalen Antlkfirper unspezifische 
IgG-Molekule, bzw. deren Fo-Fragmente enthait. 

48. Verfahren nach Anspruch 46 oder 47, dadurch 
gekennzelchnet, dad man Komponente I und 

25 Komponente II in Form von Losungen in einem 
Puffer, insbesondere einem physlologischen 
Puffer verwendet. 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14 

30 und 46 bis 48, dadurch gekennzelchnet, dad man 
zum Nachweisen von hCG in Urin oder Serum ei- 
nen partlkelfSrmlgen TrSger verwendet, der mit 
Fab- Oder F(ab)2-Fragmenten von einem mono- 
klonalen Anti-hCG-Antikorper beschlchtet ist. 

35 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14 
und 46 bis 48, dadurch ge-kennzeichnet, dad 
man zum Nachweisen von HlV-1 p24-Antigen ei- 
nen Trager verwendet, der mit Fab- oder F(ab)2- 

40 Fragmenten von einem monoklonalen Anti-p24- 
Antikorper beschlchtet Ist. 

51. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14 
und 46 bis 48, dadurch gekennzelchnet, dad man 

45 zum Nachweisen von Hepatitls-B-Antigen In Se- 
rum Oder Plasma einen Trager verwendet, der 
mit Fab- oder F(ab)2-Fragmenten von einem mo- 
noklonalen Anti-Hepatitls-B-Antikorper be- 
schlchtet ist. 

50 

52. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 14 
und 46 bis 48, dadurch gekennzelchnet, dad man 
zum Nachweisen von PMSG einen Trager ver- 
wendet, der mit Fab- oder F(ab)2-Fragmenten 

55 von einem monoklonalen Anti-PMSG-Antik5rper 
beschlchtet ist. 

53. MIttel zum Nachweisen eines in einer Probe ent- 
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haitenen Antigens, insbesondere zurAnwendung 
beim Durchfuhren des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 2 bis 1 4 und 46 bis 52, dadurcii ge- 
kennzeichnet, daH das Mittel aus einer Kompo- 
nente I und einer Komponente II besteht, dad die 
Komponente 1 einen partil^elformigen Trager, der 
mit Fab- Oder F(ab)2-Fragmenten eines fur das 
nachzuweisende Antigen spezifischen AntikSr- 
pers beschiciitet ist, und ein Konjugat entiialt, 
das aus wenigstens einem zum Fc-Fragment von 
Antikorpern reaktiven Protein und einem Indlka- 
tor besteht, daR die Komponente II fur das zu be- 
stimmende Antigen spezifische, monoklonale 
Antikorper und gegebenenfalls bezuglicii des 
nachzuweisenden Antigens unspezifische IgG- 
IVIoiekuie bzw. deren Fc-Fragmente enthalt. 



monoklonale anti-liCG-Antikorper, 
monoklonale anti-p24-Antikorper, 
anti-Hepatitis-B-Antikorper, 
monoklonale anti-PMSG-Antikorper, 
5 bezugllch Mykotoxinen spezifischer monoklo- 
naler Antikorper, bezuglicii Tumormarker spezi- 
fischer monokionaler Antikorper, bezugllch 
menschlicher oder tierlscher Hormone spezlfl- 
sche monklonaie Antikorper. 



54. Mittel nach Anspruch 53, dadurch gekennzeich- 
net, da& der Trager aus Latexpartikeln, insbe- 
sondere solchen aus Polystyrol besteht. 20 



55. Mittel nach Anspruch 54, dadurch gekennzeich- 
net dal^ die Latexpartikel einen durchschnlttll- 
chen Durchmesser von 1 [xm besltzen. 

25 

56. Mittel nach einem der Anspruche 53 bis 55, da- 
durch gekennzeichnet, dad der Indikator Gold, 
Pigment, FITC Oder gefarbte Kunststoffteilchen 
Ist. 

30 

57. Mittel nach einem der Anspruche 53 bis 56, da- 
durch gekennzeichnet, daH der Indikator Gold- 
Partikel mIt eInem mittleren Durchmesser von 20 
nm sind. 

35 

58. Mittel nach einem der Anspruche 53 bis 57, da- 
durch gekennzeichnet, dad die Komponente I als 
Konjugat Protein-A-Goid-Konjugat, Protein-G- 
Gold-Konjugat, Antl-Antikorper-Gold-Konjugat, 
Protein-A-Fluorochrom-Konjugat oder Protein- 40 
A+G-Farblatex-Konjugat enthalt. 



59. Mittel nach einem der Anspruche 53 bis 58, da- 
durch gekennzeichnet, dad die Komponenten I 
und II Losungen in einem Puffer, insbesondere 45 
einem physiologischen Puffer sind. 



60. Mittel nach einem der Anspruche 53 bis 59, da- 
durch gekennzeichnet, dad der partlkelformige 
Trager mit wenigstens einem Fab- oder F(ab)2- so 
Fragment der nachstehend genannten Antikor- 
per beschichtet ist: 

bezuglich viraler Antigene spezif ische monoklo- 
nale Antikorper, 

bezuglich bakterieller Antigene spezif ische mo- 55 
noklonale Antikorper, 

bezuglich zellularer und extrazellularer Antigene 
spezif ische monoklonale Antikorper, 
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